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RESUMO

O Nordeste brasileiro tem destaque para a ovinocultura devido a rusticidade e adaptabilidade
dos animais ao clima e vegetacdo. Porém, a parasitose gastrintestinal nesses animais acarreta
grandes perdas econdmicas. O diagndstico clinico das infecgdes por helmintos nos pequenos
ruminantes nem sempre € possivel, embora muitos sinais clinicos sejam indicativos de alta
carga parasitaria. Com o intuito de prevenir problemas graves nesse setor produtivo, se faz
necessario a utilizacdo de técnicas de diagndstico sensiveis e especificas para infeccbes
gastrintestinais nesses animais. Considerando a grande perda produtiva da ovinocultura em
detrimento do parasitismo na regido de Mossord/RN, o estudo objetivou verificar técnicas de
diagndstico para quantificacdo de ovos e oocistos de parasitos gastrintestinais em ovinos
provenientes desta regido. Utilizou-se amostras de fezes de 45 ovinos naturalmente infectados
e sem uso de anti-helminticos por no minimo 90 dias. As fezes foram coletadas diretamente
da ampola retal, armazenadas individualmente em sacos plasticos, acondicionadas em caixa
isotérmica e enviadas ao Laboratorio de Parasitologia Animal da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA) para analise. Estas foram submetidas a quatro métodos de
diagndstico, dentre eles as técnicas de contagem de ovos por gramas de fezes (OPG) com
McMaster, segundo Gordon e Whitlock (1998), com modificacdo de Chagas, Niciura e
Molento (2011), sendo denominados McMasterl00 e McMaster25, respectivamente; e a
técnica de Mini-FLOTAC modificado de Rinaldi et al. (2014) e de Cringoli et al. (2017),
denominados de Mini-FLOTAC10 e Mini-FLOTACS. Os oocistos e ovos foram identificados
através da morfologia e com auxilio de chaves taxonémicas especificas. Os dados obtidos
foram submetidos ao programa estatistico SPSS versdo 21.0 e as diferencas estatisticas e
concordancia entre as técnicas, por Friedman (p<0,05) e kappa (p-valor), respectivamente.
Valores de p<0,05 foram considerados significativos. Nas amostras fecais coletadas no
presente estudo foram identificados ovos do tipo estrongilideos, Strongyloides spp., Moniezia
spp., Trichuris spp., além de oocistos de Eimeria spp. Para Eimeria spp., as técnicas de
McMaster100 e Mini-FLOTAC10 apresentaram maior potencial de recuperacdo dos oocistos.
Para estrongilideos ndo houve diferenca entre as técnicas quanto ao seu potencial de
recuperacdo dos ovos. O McMaster100 apresentou maior potencial na recuperagdo dos ovos
do tipo Strongyloides spp. Ovos de Moniezia spp. e Trichuris spp. somente foram recuperados
por Mini-FLOTACS. Ao realizar a analise de concordancia entre as técnicas estudadas,
observou-se que as mesmas apresentam um alto grau de concordancia entre elas, sendo
estatisticamente semelhantes. O wuso de mais de uma técnica para diagnostico
coproparasitoldgico é indicado, uma vez que o um Unico método pode ndo revelar o
verdadeiro parasitismo, especialmente considerando que, em muitos casos, 0S animais
apresentam co-infeccdes.

Palavras-chave: Exames coproparasitologicos. Pequenos ruminantes. Mossor6/RN.
Helmintos.



ABSTRACT

The Brazilian Northeast has a highlight for sheep production due to the rusticity and
adaptability of the animals to the climate and vegetation. However, the gastrointestinal
parasitosis in these animals causes great economic losses. The clinical diagnosis of helminth
infections in small ruminants is not always possible, although many clinical signs are
indicative of high parasitic load. In order to prevent serious problems in this productive
sector, it is necessary to use sensitive and specific diagnostic techniques for gastrointestinal
infections in these animals. Considering the great productive loss of ovine breeding in
detriment of parasitism in the region of Mossoro, RN, the study aimed to verify diagnostic
techniques for quantification of eggs and oocysts of gastrointestinal parasites in sheep from
this region. Stool samples from 45 naturally infected sheep without anthelmintics were used
for at least 90 days. The feces were collected directly from the rectal ampulla, stored
individually in plastic bags, placed in an isothermal box and sent to the Animal Parasitology
Laboratory of the Federal Rural Semi-Arid University (UFERSA) for analysis. They were
submitted to four diagnostic methods, among them the techniques of egg count per gram of
feces (OPG) with McMaster, according to Gordon and Whitlock (1998), with modification of
Chagas, Niciura and Molento (2011), being called McMasterl00 and McMaster25,
respectively; and the modified Mini-FLOTAC technique of Rinaldi et al. (2014) and Cringoli
et al. (2017), called Mini-FLOTAC10 and Mini-FLOTACS. Oocysts and eggs were identified
through morphology and with the aid of specific taxonomic keys. The data obtained were
submitted to the statistical program SPSS version 21.0 and the statistical differences and
agreement between the techniques, by Friedman (p <0.05) and kappa (p-value), respectively.
Values of (p <0.05) were considered significantcy, were identified eggs of the type
Strongyles, Strongyloides spp., Moniezia spp., Trichuris spp., besides oocysts of Eimeria spp.
For Eimeria spp., the techniques of McMaster100 and Mini-FLOTAC10 presented greater
potential for oocyst recovery. For Strongyles there was no difference between the techniques
regarding their potential for egg retrieval. The McMaster100 presented greater potential in the
recovery of eggs of the type Strongyloides spp. Eggs of Moniezia spp. and Trichuris spp. were
only retrieved by Mini-FLOTACS5. When performing the analysis of agreement between the
techniques studied, it was observed that they present a high degree of agreement between
them, being statistically similar. The use of more than one technique for coproparasitological
diagnosis is indicated, since the only one method may not reveal the true parasitism,
especially considering that, in many cases, the animals present co-infections.

Keywords: Coproparasitological examinations. Small ruminants. Mossor6/RN. Helminths.
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1 INTRODUCAO

O diagnéstico clinico das infecgdes por helmintos nos animais domésticos nem sempre
é possivel, embora muitos sinais clinicos sejam indicativos de alta carga parasitaria, tais como
palidez das mucosas, pelos sem brilho e diarreia. Portanto, tdo importante quanto esses efeitos
e prejuizos provocados pelas parasitoses, é saber o grau em que esta ocorrendo. A infeccdo de
animais pelos helmintos que vivem no trato gastrintestinal € usualmente diagnosticada in vivo,
através de técnicas laboratoriais com 0 uso da microscopia Optica de luz (ABIDU-
FIGUEIREDO et al., 2005; FERNANDES et al., 2005).

Um dos métodos utilizados para contagem de ovos por gramas de fezes (OPG) é o de
Gordon e Whitlock (1939), o qual consiste numa técnica de flutuacdo através do uso da
camara de McMaster. Com esta técnica é possivel verificar a sanidade do rebanho
relacionando o nimero de ovos por grama de fezes obtido, com a carga parasitaria (ABIDU-
FIGUEIREDO et al., 2001; BOSCO et al., 2014).

Outra técnica a ser usada para diagndstico parasitario em pequenos ruminantes é o
Mini-FLOTAC (CRINGOLI et al., 2012; RINALDI et al., 2014; CRINGOLI et al., 2017).
Esta consiste em um método de diagndstico copromicroscdpico quantitativo e qualitativo de
infeccOes gastrintestinais de animais e humanos, que possibilita 0 aumento da sensibilidade e
precisdo nos diagndsticos parasitarios. Foi desenvolvido a partir da modificacdo da técnica de
FLOTAC (CRINGOLI et al., 2012; CRINGOLI et al., 2017). O Mini-FLOTAC nao requer
centrifugacdo, tem boa sensibilidade para identificacdo de ovos por gramas de fezes e
considera a presenca de duas cadmaras de suspensdes de amostras fecais (AMARANTE;
AMARANTE, 2016).

Apesar de existirem diversas técnicas de diagnostico coproparasitoldgicos, na rotina
laboratorial, deve-se sempre optar pelo uso de uma técnica para recuperacdo de ovos e
oocistos que apresente alta sensibilidade, que seja rapida e de facil execucéo, além de ter um
baixo custo operacional. Pensando nestes critérios, alguns pesquisadores tém sido motivados
a desenvolver ou modificar as técnicas de diagnosticos ja existentes, contribuindo, em muitos
casos, no estabelecimento mais preciso da carga parasitaria dos hospedeiros e assim elaborar
medidas de tratamentos e controles estratégicos de parasitos que acometem 0s animais, 0 que
contribui para evitar o aparecimento de um dos maiores problemas na produgdo dos animais:
a resisténcia parasitaria (ABIDU-FIGUEIREDO et al., 2001; CASTRO et al., 2019; SOUZA
JUNIOR, 2019).
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Considerando as grandes perdas produtivas observada na ovinocultura de Mossoro,
Rio Grande do Norte (SANTOS; AHID; SUASSUNA, 2006; AHID et al., 2008),
desencadeada principalmente pelos endoparasitos, faz-se necessario um estudo de avaliacédo

de técnicas de diagnostico para contagem de ovos e oocistos fecais nesta localidade

geogréfica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama da ovinocultura no nordeste brasileiro

Durante séculos o Nordeste brasileiro tem destaque para exploracdo de ovinos, devido
a rusticidade e adaptabilidade dos animais ao clima tropical semiarido e vegetacdo de
Caatinga em sua maior parte. Além disso, 0 porte médio dos animais, 0 menor custo de
producdo comparado a producdo bovina, bem como o maior valor agregado aos produtos
elaborados, torna a ovinocultura uma opg¢ao economicamente viavel e adequada, sobretudo, a
pequenas propriedades (ARO; POLIZER; PENA, 2007; VIANA, 2008).

No ano de 2017, a producdo brasileira de ovinos atingiu 13,7 milhGes de cabecas,
sendo as regides Nordeste e Sul, responsaveis por 89,5% do rebanho nacional, com a regido
Sul concentrando sua producdo em Ia fina, enquanto que a Nordeste € produtora de ovinos
para corte (IBGE, 2018). Nesse mesmo levantamento realizado pelo IBGE (2018),
demonstrou que entre os anos de 2006 a 2017 o rebanho brasileiro de ovinos obteve uma
gueda de 2,80%, entretanto, o Nordeste foi a Unica regido que apresentou neste mesmo
periodo um crescimento no ndmero de animais dessa espécie em 15,94%, mesmo apos
enfrentar consecutivas secas.

Entretanto, a ovinocultura na regido Nordeste nem sempre foi considerada uma
atividade de grande impacto econdmico, sendo por muitas décadas, encarada como uma
pratica de subsisténcia ou marginal, com finalidade de prover alimentacdo para a populacéo
rural. Com a crise da proteina animal, essa forma de pensar mudou principalmente nos centros
urbanos, e além do impacto econémico que a atividade adquiriu, também demonstrou grande
contribuicdo social e cultural para a regido (ALVES et al., 2014). Especificamente no Rio
Grande do Norte (RN), a producdo de ovinos tem sido aumentada, devido ao plantel de
reproducdo, bem como tem recebido mais atencdo a sanidade animal e gestdo de unidades de
producéo, em busca de alternativas alimentares para o rebanho (SOUZA et al., 2012).

Porém, esse setor produtivo sofre com grandes perdas econdmicas ocasionadas por
parasitismo gastrintestinal, devido principalmente a resisténcia anti-helmintica em diversos
plantéis. Segundo Rodrigues et al. (2007), isto ocorre devido a ineficiente difuséo das técnicas
de diagndstico parasitologico somado a administracdo terapéutica iatrogénica de drogas

antiparasitarias. Para prevenir problemas graves como esses e reduzir as perdas no setor
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produtivo, se faz necessario o diagndstico sensivel e especifico para infecgdes gastrintestinais
de pequenos ruminantes (RINALDI et al., 2014).

2.2 Parasitos gastrintestinais que acometem ovinos

2.2.1 Eimeria Schneider, 1875

Os protozoarios do género Eimeria Schneider, 1875, pertencentes a ordem Coccidea
s80 responsaveis por acarretar a eimeriose, uma doenca infecciosa que leva a grandes perdas
produtivas em consequéncia de transtornos intestinais com diarreias frequentemente aquosas,
além de depressao, fragueza e perda de apetite, podendo atingir taxas de mortalidade
superiores a 20%. A infeccdo é multiespecifica com patogenicidade dependente da espécie
envolvida na infeccdo e do numero de oocistos ingeridos pelo animal (FONSECA et al.,
2012).

Os animais infectados com Eimeria spp. eliminam os oocistos junto as fezes e estes no
ambiente, com condicbes favoraveis de temperatura, umidade relativa do ar e presenca de
oxigénio, esporulam e tornam-se infectantes. Ao serem ingeridos junto a agua e alimentos, 0s
oocistos esporulados liberam seus quatro esporocistos que contém dois esporozoitos cada.
Estas formas evolutivas penetram no epitélio intestinal multiplicam-se por divisdo binaria e
formam o esquizonte, que se rompe junto da célula hospedeira e libera merozoitos, que
invadem as células adjacentes. A esquizogonia pode ser repetida, em duas ou trés geracoes.
Esta etapa termina quando o0s merozoitos diferenciam-se em microgametdcitos e
macrogametocitos, no qual ocorrerd a fecundacdo dos mesmos, formando o oocisto ndo
esporulado, que sera eliminado junto as fezes do hospedeiro, reiniciando o ciclo (JOLLEY;
BARDSLEY, 2006; BOWMAN et al., 2010).

Fatores climaticos podem interferir na prevaléncia da eimeriose nas exploragdes,
sendo apontado a sua significancia em estacfes chuvosas com climas mais quentes, embora
existam relatos de contagens de oocistos por grama de fezes (OOPG) mais significativas na
estacdo seca, contribuindo para o entendimento de que as variagdes climaticas s&o menos
importantes do que as praticas de manejo (CRUVINEL, 2017).

No RN, o parasitismo por Eimeria spp. desencadeia em ovinos infec¢des subclinicas
que limitam a produtividade dos rebanhos (PEREIRA et al., 2017), sendo demonstrado por
Souza et al. (2012) que de 76,56% das amostras acometidas por um ou mais endoparasitos de
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ovinos no municipio de Lajes/RN, 56,25% foi positivo para Eimeria spp. Além da frequéncia
elevada de parasitismo, ja foi identificado em Mossor6/RN uma ampla variedade de espécies,
dentre elas, Eimeria ovina, Eimeria ovinoidallis, Eimeria parva, Eimeria faurei, Eimeria
granulosa, Eimeria ahsata, Eimeria crandallis, Eimeria caprovina e Eimeria intricata (AHID
et al., 2009; PEREIRA et al., 2017). Em Macaiba/RN, além dessas espécies citadas, também
foi identificada Eimeria pallida através dos estudos de Andrade Junior et al. (2012).

2.2.2 Haemonchus Cobb, 1898

Os nematoides da ordem Strongylida, superfamilia Trichostrongyloidea e do género
Haemonchus Cobb, 1898, sdo responsaveis por acarretar a hemoncose. Esta provoca grandes
perdas produtivas em razdo do habito hematdfago dos parasitos, desencadeando anemia
severa com hipoproteinemia, podendo levar os animais a 6bito. Haemoncus contortus é a
principal espécie que acomete o abomaso de ovinos, sendo facilmente observados a olho nu,
ocorrendo preferencialmente em regides tropicais e subtropicais (AMARANTE, 2015).

Souza et al. (2012) demonstraram em seu estudo sobre os principais endoparasitos que
acometem ovinos na regido de Lajes/RN, que de um total de 15.233 espécimes de nematoides
que foram recuperados desses animais, 82,57% foi de H. contortus, sendo também o
endoparasito de maior prevaléncia entre os animais, atingindo 82,26%.

2.2.3 Trichostrongylus Looss, 1905

Os nematoides da ordem Strongylida, superfamilia Trichostrongyloidea e do género
Trichostrongylus Looss, 1905, sdo responsaveis por ocasionar a tricostrongilose. Nos
rebanhos ovinos apenas duas espécies tém maior predominancia, sendo a mais importante
delas o Trichostrongylus colubriformis, que é a segunda espécie de endoparasitos mais
encontrados em ovinos no Brasil, responsavel por acometer o intestino delgado dos animais.
A outra espécie, Trichostrongylus axei, parasito do abomaso (AMARANTE, 2015).

As infeccBes por T. colubriformis podem ser assintomaticas, entretanto, casos de
infeccdo maciga sdo observados sintomas como enterite grave, caracterizada pela atrofia de
vilosidades intestinais, apatia e anorexia, além de diarreia e perda de peso (WILMSEN, 2014).

Segundo Cardia (2011), diferentemente das infec¢fes ocasionadas pelo H. contortus,
gue sdo bastante estudadas por ser um endoparasito altamente patogénico, aquelas provocadas
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pelo T. colubriformes séo negligenciadas principalmente em climas tropicais e subtropicais,
ndo levando em consideracdo que infecgOes por este nematoide constituem uma importante

causa de perda para os agricultores na criagdo de pequenos ruminantes nas regiées do mundo.

2.2.4 Oesophagostomum Molin, 1861

Os nematoides da Ordem Strongylida, superfamilia Strongyloidea e do género
Oesophagostomum Molin, 1861, sdo responsaveis por acarretar a esofagostomiase. Nos
rebanhos ovinos destaca-se a espécie Oesophagostomum columbianum por estar presente com
relativa frequéncia e por ser de alta patogenicidade. Comumente s&o conhecidos como vermes
nodulares devido a formacdo de tecido de granulacdo, fibrose e hiperplasia na mucosa
intestinal em resposta a resposta eosinofilica e acimulo de endoparasitos ao redor e dentro
desta mucosa (AMARANTE, 2015).

No ciclo de vida das superfamilias Trichostrongyloidea e Strongyloidea supracitadas,
as fémeas liberam ovos tipicos de estrongilideos juntos as fezes dos hospedeiros. Nessa massa
fecal, as larvas de primeiro estadio eclodem e ap0s se alimentar, passam pela primeira muda,
tornando-se larvas de segundo estadio. Permanecem nas fezes se alimentando de bactérias até
passar pela segunda muda, tornando-se larvas de terceiro estadio infectante. Essas larvas irdo
migrar para fora da massa fecal e ficardo no ambiente até serem ingeridas pelos animais a
pasto. No abomaso do ovino as larvas de terceiro estadio sofrem uma muda até quarto estadio,
que por sua vez, tornam-se machos e fémeas adultos. As fémeas ap6s serem inseminadas,
produzem ovos que serdo liberados nas fezes, reiniciando o ciclo (CLIMENI et al., 2008;
BOWMAN et al., 2010; ENDO et al., 2014).

Os nematoides do género Oesophagostomum spp., além de induzirem elevadas perdas
econbmicas, também geram problemas de satde publica, tendo casos relatados de humanos
infectados em alguns paises do mundo. Em pequenos ruminantes foram identificadas quatro
espéecies em todo o mundo, dentre elas, Oesophagostomum asperum, Oesophagostomum
columbianun, Oesophagostomum venulosum e Oesophagostomum kansuensi (POLDERMAN,
etal., 2010; ZHAO et al., 2013).
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2.2.5 Strongyloides Grassi, 1879

Os nematoides do género Strongyloides Grassi, 1879, pertencem a ordem Rhabditida e
apresentam muitas espécies de grande importancia, responsaveis por parasitar animais
domésticos e humanos. As espécies demonstram uma relagdo exclusiva com determinados
hospedeiros, sendo Strongyloides papillosus dos ruminantes (BOWMAN et al., 2010).

No Brasil, a estrongiloidose, uma das principais afec¢es ocasionadas por nematodeos
gastrintestinais de ruminantes, permanece nos rebanhos devido as condi¢Ges climaticas que
permitem um bom desenvolvimento dos ovos e de eclosdo das larvas que infectam as
pastagens (CAVALCANTE et al., 2014).

Apenas fémeas partenogenéticas da espécie S. papillosus ocorrem no intestino delgado
dos ovinos, sendo esse um aspecto diferente dos demais representantes do filo. Essas fémeas
liberam ovos embrionados junto com as fezes do hospedeiro, e no ambiente pode ocorrer a
formagéo de machos e fémeas adultos de vida livre, as quais produzem ovos, que poderao dar
origem a larvas infectantes de terceiro estadio. A forma de infeccdo desse género também
apresenta outra particularidade. Diferentemente da maioria dos nematddeos, as larvas
infectantes penetram ativamente na pele dos hospedeiros, caem na circulacdo sanguinea e
chegam aos pulmdes, onde mudam para o quarto estadio. Sdo expectoradas, deglutidas e se
instalam na mucosa do intestino delgado, onde origem a fémeas adultas (BOWMAN et al.,
2010; CAVALCANTE et al., 2014; AMARANTE, 2015).

Bowman et al. (2010) citam que a principal via de transmissdo das espécies de
Strongyloides nos mamiferos parece ser a transmamaria, tendo grande impacto na introducgéo
e controle da doenga, e que nesses animais neonatos a doenca pode se desenvolver de forma
mais severa. Mas de modo geral, a infeccdo por Strongyloides spp. € moderada e

assintomatica na maioria dos individuos de todas as espécies domésticas.

2.2.6 Trichuris Roederer, 1761

Os nematoides do género Trichuris Roederer, 1761, pertencem a ordem Enoplida e
superfamilia Trichinelloidea, costumam parasitar o ceco de ruminantes, sendo Trichuris ovis,
Trichuris globulosa e Trichuris discolor os mais comuns em ovinos no Brasil (BOWMAN et
al., 2010; AMARANTE, 2015; VEJL et al., 2017).
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Apesar de cada espécie de Trichuris apresentar particularidades em relagcdo ao seu
ciclo evolutivo, de um modo geral, os parasitos adultos vivem no intestino grosso dos
animais, mais especificamente no ceco, onde realizam a postura de ovos que sdo eliminados
para 0 ambiente junto com as fezes. No interior dos ovos desenvolvem-se uma larva de
primeiro estadio (L1). O ovo mais a L1 constitui a forma infectante do parasito que se
desenvolve até adulto no interior do epitélio intestinal (BOWMAN et al, 2010; AMARANTE,
2015).

As infec¢bes por Trichuris spp., em sua maioria, sdo leves e ndo chegam a causar
alteragdes patologicas perceptiveis. Os ruminantes sdo frequentemente infectados, mas s
ficam doentes ocasionalmente por suas respectivas espécies de Trichuris (BOWMAN et al,
2010; AMARANTE, 2015).

Estudos realizados na regido de Lajes/RN, por Souza et al. (2012, 2013) demonstraram
que dentre os principais parasitos gastrintestinais que acometem ovinos na regido de
Lajes/RN, entre o periodo de abril de 2005 a agosto de 2007, Trichuris spp. apresentou uma
prevaléncia de 0,6%, levando em consideracdo um total de 15.233 espécimes de nematoides
que foram recuperados desses animais. E dos 62 cordeiros necropsiados do estudo, 27,4%

estavam infectado com esse parasito.

2.2.7 Moniezia Blanchard, 1891

Moniezia Blanchard, 1891 é um Cestoda de distribuicdo mundial, pertencente a ordem
Cyclophyllidea, encontrada frequentemente no intestino delgado de ruminantes. Nesses
animais, h& as espécies Moniezia expansa e Moniezia benedeni que parasitam
preferencialmente ovinos e bovinos, respectivamente (FRANCO et al., 2008; AMARANTE,
2015; GUO, 2017).

No ciclo de vida de Moniezia spp., acaros oribatideos de vida livre sdo hospedeiros
intermediarios (GUO, 2017). Os parasitos adultos presentes no intestino delgado dos
ruminantes eliminam suas proglétides cheias de ovos nas fezes. No ambiente, 0s ovos sdo
ingeridos pelos hospedeiros intermediadrios que habitam as pastagens, e dentro destes o
embrido hexacanto é liberado e origina a larva cisticercoide, a forma infectante para o
hospedeiro definitivo. Os ruminantes infectam-se ao ingerir esses acaros juntamente com a

pastagem e esta larva cisticercoide originara o cestoide adulto que se fixa na parede do
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intestino delgado, reiniciando o ciclo do parasito (FRANCO et al., 2008; BOWMAN et al.,
2010; AMARANTE, 2015).

A ocorréncia da Moniezia spp. é variavel nos ruminantes, podendo-se encontrar
dezenas em um unico animal. S&o considerados pouco patogénicos, geralmente ndo causando
enfermidade grave, porém competem com o hospedeiro pelos nutrientes ingeridos, 0 que
representa uma perda na producdo de leite e carne (FRANCO et al., 2008; AMARANTE,
2015).

2.3 Formas de diagndstico de parasitos gastrintestinais em ovinos

2.3.1 Técnica de contagem de ovos e oocistos por grama de fezes (OPG/OOPG) com
McMaster de GORDON e WHITLOCK (1939)

Os pesquisadores australianos Gordon e Whitlock (1939) criaram uma nova técnica
capaz de enumerar ovosS e oocistos de endoparasitos gastrintestinais das mais diversas
espécies, denominada técnica de OPG com camara de McMaster, ou simplesmente técnica de
McMaster. A mesma é mundialmente conhecida, sendo a mais utilizada atualmente no
diagnostico de verminoses em ruminantes, além de ser o método de escolha para monitorar a
eficacia de drogas antiparasitarias e detectar a resisténcia anti-helmintica (SOUZA, 1985;
RINALDI et al., 2014).

No Brasil, a técnica de McMaster é empregada em todos os laboratérios que realizam
analises para quantificacdo de ovos nas fezes, principalmente devido a cAmara ser facilmente
encontrada para comercializagdo e ser de baixo custo. E devido a sua facil aplicagdo, a mesma
¢ amplamente utilizada no intuito de comparacdo com outras técnicas de diagnostico
coproparasitoldgico (CRINGOLI et al. 2010; BOSCO et al., 2018; MACIEL, 2018).

Gordon e Whitlock (1939), preconizam para pequenos ruminantes uma amostragem de
2 g de fezes diluida em 58 mL de solucdo hipersaturada de NaCl ou de acgucar (solucdo de
Sheather). Os ovos recuperados devem ser somados e multiplicados por 100 (fator de
conversdo 1:100). Essa tecnica ao longo do tempo passou por modificacdes, dentre elas,
Chagas, Niciura e Molento (2011), sugerem a utilizacdo de 4 g de fezes em 26 ml de solugéo
hipersaturada de NaCl ou Sheather. Os ovos recuperados devem ser somados e multiplicados

por 25 (fator de converséo 1:25).
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2.3.2 Técnica de Mini-FLOTAC de CRINGOLI et al. (2012)

Cringoli et al. (2010) desenvolveram uma nova técnica de diagndstico
copromicroscopico quantitativo e qualitativo de infeccBes gastrintestinais de animais e
humanos, denominada de FLOTAC, com objetivo de aumentar a sensibilidade e precisao.
Esta técnica tem a capacidade de analisar ovos, larvas e oocistos de endoparasitos
gastrintestinais das diferentes espécies, podendo detectar esses elementos parasitarios através
de maiores aliquotas fecais (até 1 g). Porém € dificultada sua implementacdo em diversos
laboratérios mais simples pela necessidade de uma centrifuga para leitura das placas. Com
iss0, 0s mesmos pesquisadores desenvolveram uma técnica mais simples, denominada de
Mini-FLOTAC que ndo requer centrifugacao, tem boa sensibilidade para identificacdo de
ovos por gramas de fezes e considera a presenca de duas camaras de suspensdes de amostras
fecais (AMARANTE; AMARANTE, 2016).

O aparelho Mini-FLOTAC é um dispositivo composto por dois componentes fisicos
(base e disco de leitura) e dois acessorios (chave e adaptador de microscopio), feito de
termoplastico amorfo, conferindo boa transmissdo de luz e resisténcia ao calor. Existem duas
camaras de flotacdo de 1 ml no aparelho, projetadas para exame microscépico de suspensdes
de amostras fecais dentro das cadmaras, totalizando um volume de 2 ml, permitindo uma
ampliacdo maxima de 400 x (CRINGOLI et al., 2012, 2013, 2017).

Ao comparar o Mini-FLOTAC com técnicas de diagnoésticos frequentemente
utilizados na rotina laboratorial, como McMaster e Kato-Katz, o primeiro mostra-se mais
seguro por ser composto de um sistema fechado, garantindo menor contato do manipulador
com o material fecal utilizado; além de oferecer a oportunidade de processar as amostras dias
ou semanas apds a coleta, por possuir a capacidade de fixar esse material (CRINGOLI et al.,
2013).

Cringoli et al. (2012) preconizam na técnica de OPG com Mini-FLOTAC para
ruminantes, a utilizagéo de 10 g de fezes com 2 ml de formalina a 5% e solugéo de flotagéo de
1:10, multiplicando cada ovo e oocisto encontrado por 5 (sensibilidade analitica). Entretanto,
alguns pesquisadores fizeram modificagdes da técnica, como Rinaldi et al. (2014), que
sugerem para ovinos a homogeneizacdo de 2 gramas de fezes em 38 ml de solugédo
hipersaturada de NaCl, com posterior soma e multiplicagdo dos ovos encontrados por 10
(fator de conversdo 1:10). Mais recente, Cringoli et al. (2017), sugerem em seu trabalho a
utilizacdo de 5 gramas de material fecal em 45 ml de solucdo hipersaturada de NaCl para
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fezes frescas de ruminantes. Os ovos e oocistos encontrados devem ser somados e

multiplicados por 5 (fator de converséo 1:5).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar técnicas de flutuacdo na quantificagdo de ovos e oocistos de parasitos
gastrintestinais de ovinos de Mossord, Rio Grande do Norte, Brasil.

3.2 Objetivos especificos

a) Verificar a prevaléncia de ovos e oocistos dos parasitos obtidos;

b) Averiguar se existe diferenca na quantificacdo de ovos e oocistos recuperados;

c) Comparar a quantidade de ovos e oocistos encontrados para cada técnica testada;

d) Analisar o grau de concordancia entre as técnicas testadas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Localidade das amostragens

O municipio de Mossord situa-se na mesorregido Oeste Potiguar, limitando-se com 0s
municipios de Tibau, Grossos, Areia Branca, Serra do Mel, Acu, Upanema, Governador Dix-
Sept Rosado, Barauna e o Estado do Ceara, abrangendo uma area de 2.100 kmz2, na escala
1:100.000. A sede do municipio tem uma altitude média de 16 m e apresenta coordenadas
05°11°16,8” de latitude sul e 37°20°38,4” de longitude oeste, distando da capital cerca de 277
km, sendo seu acesso, a partir de Natal, efetuado através da rodovia pavimentada BR-304
(BELTAO et al., 2005).

4.2 Animais experimentais

Foram utilizados 45 ovinos, Ovis aries Linnaeus, 1758, naturalmente infectados e sem
uso de anti-helmintico por no minimo 90 dias, provenientes de propriedades do municipio de
Mossord, Rio Grande do Norte. Para realizacdo da pesquisa, foram considerados animais
adultos, jovens, machos e fémeas, 0s quais passaram, ap6s consentimento do proprietério, por

procedimentos de coleta de fezes direto da ampola retal (Figura 1).

Figura 1 — Ovinos, Ovis aries, utilizados na presente pesquisa.

et 7 /¥

Fonte: dados do autor
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4.3 Aspectos éticos

Todos os procedimentos de manipulacdo e coleta de fezes nos animais foram
executados conforme as recomendaces propostas pela Comissdo de Etica no uso de animais
em pesquisa da UFERSA (Processo n. 23091.004479/2018-28 aprovado pela CEUA-
UFERSA sob N° de parecer 11/2018).

4.4 Coletas das fezes e exames coproparasitologicos

Para realizagdo da coleta das fezes, os animais foram contidos mecanicamente com a
ajuda do seu proprietario e em seguida submetidos a palpacao retal com o auxilio de luvas
descartaveis e lubrificante para reduzir o desconforto do animal. As amostras fecais, coletadas
diretamente da ampola retal e armazenadas individualmente em sacos plasticos,
acondicionadas em caixa isotérmica e enviadas ao Laboratorio de Parasitologia Animal da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) para analise (Figura 2).

Figura 2 — A: Processamento das amostras fecais; B: Andlise das amostras em microscopia
Optica de luz.

Fonte: dados do autor

Cada uma das amostras foi analisada através da técnica de Mini-FLOTAC segundo
modificacdo de Rinaldi et al. (2014), realizando homogeneizagdo de 2 g de fezes em 38 ml de
solucdo hipersaturada de NaCl. Cada ovo e oocisto recuperado foi multiplicado por 10 (fator
de conversdo 1:10), sendo assim denominada de Mini-FLOTAC10.

Cada amostra foi analisada, ainda, segundo Cringoli et al. (2017). Nesta usou-se 5 g de
fezes em 45 ml de solugdo hipersaturada de NaCl, multiplicando cada ovo e oocisto
encontrado por 5 (fator de conversdo 1:5), sendo denominada de Mini-FLOTACS.



28

Ainda do mesmo animal, foi coletado aproximadamente 6 gramas de fezes para
realizacdo de duas técnicas de OPG/OOPG com McMaster. Uma delas foi realizada segundo
Gordon e Whitlock (1939), na qual foi homogeneizada 2 gramas de fezes em 58 ml de
solucdo hipersaturada de NaCl, e cada ovo e oocisto encontrado foi multiplicado por 100
(fator de converséo 1:100), denominada McMaster100. Na outra, foi utilizado 4 gramas de
fezes em 26 ml de solucdo hipersaturada de NaCl e cada ovo e oocisto encontrado foi
multiplicado por 25 (fator de conversdo 1:25), denominada McMaster25 (CHAGAS;
NICIURA; MOLENTO, 2011).

4.5 ldentificacdo de ovos e oocistos

Os ovos e oocistos foram identificados até género, através de analises
coproparasitologicas em microscopia éptica de luz e com o auxilio de literatura especifica
(HOFFMANN, 1987; FORTES, 1997; UENO; GONCALVES, 1998; FOREYT, 2005).

4.6 Analise dos dados

Os dados foram expressos em valores de média e erro padrdo, bem como frequéncia
simples e porcentagem atraves do programa estatistico SPSS versdo 21.0. Apds andlise dos
pressupostos paramétricos, diferencas estatisticas entre as técnicas foram obtidas por
Friedman. As concordancias entre as técnicas foram avaliadas através do valor de kappa.

Valores de (p<0,05) foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas 45 amostras coletadas no presente estudo foram identificados ovos do tipo
estrongilideo, Strongyloides spp., Moniezia spp., Trichuris spp., além de oocistos de Eimeria
spp. (Figura 3).

Figura 3 — A: Ovo do tipo estrongilideo; B: Ovo de Strongyloides spp.; C: Ovo de Moniezia
spp.; D: Ovo de Trichuris spp.; E: Oocisto de Eimeria spp. (Objetiva 20x).

i . - ~,-‘_."., g i it ‘,
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Fonte: dados do autor

Estudos realizados nos estados do Rio Grande do Norte (RN), Maranhdo (MA) e
Ceard (CE), levando em consideracdo pequenos ruminantes, em destaque 0S ovinos,
demonstraram de forma semelhante ao presente trabalho, a presenca desses endoparasitos
(COSTA; VIEIRA, 1984; AHID et al., 2008; BRITO et al., 2009).

O clima tropical e subtropical, predominante da regido Nordeste, favorece o
desenvolvimento e sobrevivéncia dos nematoides gastrintestinais, que por sua vez, atuam
negativamente no desempenho dos animais, em especial, os ovinos (ROBERTO et al., 2018).

Lino, Pinheiro e Ortunho (2016) citam ainda que estes nematoides quando ndo controlados
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podem causar prejuizos de até 40% no desempenho animal, comprometendo especialmente o
desenvolvimento de animais jovens e de matrizes em periodo reprodutivo, que além de serem
as categorias mais sensiveis, estdo intimamente ligados ao crescimento do plantel, tornando a
atividade economicamente inviavel e impraticavel aos produtores.

Ao analisar as frequéncias simples (%) das 45 amostras estudadas, observou-se que
para 0s oocistos de Eimeria spp., as técnicas de Mini-FLOTAC5 e Mini-FLOTAC10
obtiveram igual positividade de 97,78%, enquanto que nas técnicas de McMasterl00 e
McMaster25 obtiveram 88,89% e 71,11%, respectivamente. Para ovos do tipo estrongilideos,
Mini-FLOTACS5 demonstrou maior nimero de amostras positivas, seguido pelas técnicas de
McMaster100, McMaster25 e Mini-FLOTAC10 (Tabela 1).

Strongyloides spp. foram encontrados em todas as técnicas de diagndéstico utilizadas,
sendo sua maior frequéncia de positividade observada para Mini-FLOTACS. Por esta técnica
de Mini-FLOTAC foi possivel observar também positividade para Moniezia spp. e Trichuris
spp. Fato este ndo observado em nenhuma das técnicas testadas (Tabela 1).

Tabela 1 — Frequéncia simples (%) das amostras de fezes analisadas nos 45 ovinos estudados.

McMaster100 McMaster25 Mini-FLOTACS Mini-FLOTAC10
Parasitos
Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
Eimeria spp. 40 05 32 13 44 01 44 01
(88,89) (11,11) (71,11)  (28,89) (97,78)  (2,22) (97,78)  (2,22)
Estrongilideo 36 09 36 09 38 07 35 10
(80,0) (20,0) (80,0) (20,0) (84,44)  (15,56) (77,78)  (22,22)
Moniezia spp. 0 45 0 45 01 44 0 45
(0,0 (100,0) (0,0 (100,0) (2,22)  (97,78) (0,0) (100,0)
Strongyloides spp. 03 42 01 44 06 39 03 42
(6,67)  (93,33) (2,22)  (97,78) (13,33)  (86,67) (6,67)  (93,33)
Trichuris spp. 45 0 45 01 44 0 45
(0,0) (100,0) (0,0) (100,0) (2.22)  (97,78) (0,0 (100,0)

Demonstrou-se no presente trabalho que o Mini-FLOTACS apresentou positividade
para todos os ovos e oocisto de endoparasitos analisados. O Mini-FLOTAC, técnica
recentemente criada com o objetivo de combinar sensibilidade e baixo custo de execucéo, foi
demonstrada segundo estudos, como uma alternativa confiavel e promissora no diagnostico de
endoparasitos gastrintestinais de pequenos ruminantes (SILVA et al., 2013; RINALDI et al.,
2014; CRINGOLI et al., 2012, 2013, 2017). Cringoli et al. (2017) afirmaram que o Mini-
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FLOTAC consistiu em uma evolugdo logica do FLOTAC, e trouxe consigo a capacidade de
apresentar dados altamente reprodutiveis aliado a sua facil utilizacdo, bem como
sensibilidade, acuracia e precisdo elevadas quando comparado as técnicas classicas de
diagnostico coproparasitoldgico.

Alguns autores defendem a premissa de que o volume examinado nas técnicas
interfere na representacdo dos ovos presentes na amostra. Para McMaster, o volume sob a
grade de contagem € de 0,15 mL, o que d& um total de 0,30 mL examinados. Em comparacéo,
0 Mini-FLOTAC possui 1 mL por camara, para um total de 2 mL examinados, 0 que garante
uma maior representatividade dos ovos da amostra ao analisar pela técnica de Mini-FLOTAC
(SILVA et al., 2013; NOEL, 2017). Além disso, o maior volume analisado no equipamento de
Mini-FLOTAC garante uma leitura mais limpa devido as sujidades ficarem retidas em outra
area, separando-a do local de leitura (SILVA et al., 2013; GODBER et al., 2015).

As diferencas na metodologia de processamento entre as técnicas também séo citadas
como pontos importantes de interferéncia na sensibilidade dos métodos coproparasitologicos.
No McMaster, Levecke et al. (2012) acreditam que o processamento aberto permite falhas de
recuperacdo dos ovos nas amostras fecais.

Dos 45 animais analisados através da comparacao entre as quatro técnicas, observou-
se que houve diferenca estatistica entre elas. Através da técnica de McMaster100,
McMaster25 e Mini-FLOTAC10 foi possivel recuperar oocistos de Eimeria spp., ovos de
estrongilideos e de Strongyloides spp. Enquanto que através da técnica de Mini-FLOTAC no
fator de conversédo 5x foi possivel recuperar todos os tipos de ovos e oocistos encontrados na
presente pesquisa (Tabela 2).

Na técnica de McMaster100, ndo foi observado diferenca estatistica entre oocistos de
Eimeria spp. e ovos do tipo estrongilideos, porém observou-se diferenga para Strongyloides
spp. Nas técnicas de McMaster25 e Mini-FLOTAC10 foi observado diferenga estatistica entre
todos 0s ovos e oocistos encontrados, sendo as maiores médias de recuperacdo para ovos do
tipo estrongilideos e oocistos de Eimeria spp. (Tabela 2).

Na técnica de Mini-FLOTACS5 foi identificado todos os parasitos estudados,
apresentando maior média de recuperacdo para ovos do tipo estrongilideos, seguindo de
oocistos de Eimeria spp., ovos de Moniezia spp., Strongyloides spp. e, por fim, Trichuris spp.
Foi observada diferenca estatistica para ovos do tipo estrongilideos, contudo, ao comparar a

recuperacdo de oocistos de Eimeria spp. com ovos de Moniezia spp., bem como entre
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Strongyloides spp. com Trichuris spp., ndo foi identificado diferenca estatistica entre as
mesmas (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores de média + erro padrdo da contagem de ovos e/ou oocistos por gramas de fezes (OPG/OOPG)
em 45 ovinos.

Parasitos McMaster100 McMaster25 Mini-FLOTACS Mini-FLOTAC10

Eimeria spp. 2.365,91 +972,19aA 163,64 +37,63cB 487,27 £135,01bB  1.352,5 + 598,66aA
Estrongilideo 1.281,4 + 240,55aA  1.084,3 £228,93aA 860,47 + 165,13aA 650,23 + 130,07aB

Moniezia spp. - - 170,0 £ 0,0B -
Strongyloides spp. 60,0 + 33,99aB 2,78 £ 2,78bC 15,45 + 9,33bC 3,75+ 1,83bC
Trichuris spp. - - 5,0+0,0C -

a,b = Letras minusculas diferentes, nas linhas, significam diferenga estatistica (p<0,05 — Friedman)
A,B = Letras maiusculas diferentes, na coluna, significam diferenga estatistica (p<0,05 — Friedman)

Demonstrou-se no presente trabalho que a técnica de McMasterl00 apresentou,
estatisticamente, maiores médias de recuperacdo de oocistos de Eimeria spp., ovos do tipo
estrongilideos, além de ovos de Strongyloides spp. Rinaldi et al. (2014) compararam em seu
estudo as técnicas de McMaster e Mini-FLOTAC para infecgbes gastrintestinais por
estrongilideos em ovinos, utilizando tanto amostras individuais, quanto agrupadas (pool). Foi
utilizado duas variantes da técnica de McMaster, uma com fator de conversao 1:15 (McM15)
e outra 1:50 (McM50), e apenas uma para Mini-FLOTAC, considerando o fator de conversédo
1:10. A técnica de Mini-FLOTAC foi mais sensivel em relagdo as duas variantes de
McMaster (McM15 e McM50) e ainda resultou em significativa maior contagem de ovos por
grama de fezes, em comparacdo com ambas as variacbes, McM15 e McM50, divergindo do
presente estudo.

Silva et al. (2013) realizaram uma pesquisa com o intuito de investigar se o Mini-
FLOTAC poderia ser uma alternativa ao McMaster para o diagndstico de Eimeria spp. em
caprinos. Foi utilizado duas variantes da técnica de McMaster, uma com fator de conversdo
1:15 e outra 1:50, e apenas uma para Mini-FLOTAC, considerando o fator de conversao 1:10.
A media da OOPG detectada pelo Mini-FLOTAC foi superior aos valores observados com as
técnicas de McMaster (p <0,05), discordando da presente pesquisa.

Existem varias tecnicas de diagnostico, cada uma com vantagens e limitagdes. No
entanto, nenhuma é capaz de detectar todas as infec¢cdes quando empregados separadamente
(OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002).

Ao realizar a analise de concordancia entre as técnicas estudadas, observou-se que as

mesmas apresentam um alto grau de concordancia entre elas, sendo estatisticamente
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semelhantes. Contudo, o Mini-FLOTACS apresentou maior potencial para recuperacdo dos
ovos e oocistos de endoparasitos gastrintestinais encontrados através da presente pesquisa
(Tabela 3).

Tabela 3 — Valores de concordancia kappa (p-valor) entre as técnicas de OPG/OOPG para todos
0s parasitos encontrados.

Testes McMaster100 McMaster25 Mini-FLOTAC5
McMaster25 0,719 (<0,001%) -
Mini-FLOTACS5 0,764 (<0,001%) 0,759 (<0,001%) -
Mini-FLOTAC10 0,797 (<0,001%*) 0,811 (<0,001%) 0,831 (<0,001%)

* Significancia estatistica

Rinaldi et al. (2014) em seu estudo demonstraram que mesmo as técnicas de McMaster
e Mini-FLOTAC tenham apresentado uma concordancia positiva, o Mini-FLOTAC
apresentou uma contagem de ovos fecais significativamente mais elevada.

Ferramentas inovadoras de diagnostico direto que combinam tecnologia moderna e
sensibilidade com acessibilidade e viabilidade em configuracGes com recursos limitados sédo
necessarios e o desenvolvimento do Mini-FLOTAC € um avanco nessa direcdo (BARDA et
al., 2014).

O uso de mais de uma técnica para diagndstico coproparasitologico é indicado, uma vez
que 0 um Unico método pode ndo revelar o verdadeiro parasitismo, especialmente

considerando que, em muitos casos, 0s animais apresentam co-infeccdes.



34

6. CONCLUSAO

Através das técnicas empregadas, identificou-se ovos do tipo estrongilideos,

Strongyloides sp., Moniezia sp., Trichuris spp., além de oocistos de Eimeria spp.

Para Eimeria spp., as técnicas de McMaster1l00 e Mini-FLOTAC10 apresentaram
maior potencial de recuperacdo dos oocistos. Para estrongilideos ndo houve diferenca entre as
técnicas quanto ao seu potencial de recuperacdo dos ovos. O McMaster100 apresentou maior
potencial na recuperagé@o dos ovos do tipo Strongyloides sp. Ovos de Moniezia sp. e Trichuris
spp. somente foram recuperados por Mini-FLOTACS.

Dentre as concordancias analisadas, observou-se que existe similaridade entre todas as

técnicas testadas.
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ANEXO A —- PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS EM
PESQUISA DA UFERSA (CEUA)

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Mossord, 20 de junho de 2018.

PARECER 11/2018

O projeto intitulado “Avalia¢do das técnicas de diagnostico McMaster e Mini-Flotac na
quantificacdo de oocistos e ovos de endoparasitos de caprinos e ovinos de Mossord, RN,
Brasil”, processo n. 23091.004479/2018-28, sob responsabilidade de Josivania Soares
Pereira o qual envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica,
encontra-se de acordo com os preceitos da lei 11.794 de 8 de outubro de 2009 e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido —UFERSA em reuni&o realizada no dia 12 de junho de 2018.

Vigéncia do projeto Julho de 2018 a fevereiro de 2019
Espécie/linhagem Capra aegagrus e Ovis aries

N. de Animais 90

Peso/idade

Sexo Machos e fémeas

Origem Proprietarios

oL AT A D

Emanuelle Fontenele Rabelo

Presidente CEUA-UFERSA

BR 110 — Km 47 — Bairro Pres. Costa e
Silva CEP 59625-900 — Mossord — RN —
(84) 3317-8360

http://www2.ufersa.edu.br/portal/comissoes/ceua


http://www2.ufersa.edu.br/portal/comissoes/ceua

